Estandarización de la técnica de aglutinación directa para el inmunodiagnóstico de la enfermedad de Chagas by Alviarez, Yenny et al.
308
Biomédica 2014;34:308-17Alviarez Y, Lares M, Viettri M, et al.
COMUNICACIÓN BREVE
Biomédica 2014;34:308-17
doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v34i2.2078
Contribución de los autores: 
Yenny Alviarez: responsable de los experimentos, del análisis de los resultados y de la escritura del artículo
María Lares: responsable del cultivo, recolección, conteo, fijación y conservación de parásitos epimastigotes de T. cruzi
Mercedes Viettri: realización de la prueba de HAI con las muestras de los sueros de control
Cruz Manuel Aguilar y Leidi Herrera: responsables de los proyectos que financiaron la presente investigación y de la toma de 
muestras de los sueros de control
Elizabeth Ferrer: participación en la formulación y dirección del trabajo, y en la corrección del manuscrito
Estandarización de la técnica de aglutinación directa para 
el inmunodiagnóstico de la enfermedad de Chagas
Yenny Alviarez1,2, María Lares1, Mercedes Viettri1, Cruz M. Aguilar3, Leidi Herrera4, Elizabeth Ferrer1,5
 1   Instituto de Investigaciones Biomédicas “Dr. Francisco J. Triana-Alonso”, Universidad de Carabobo, sede 
        Aragua, Maracay, Venezuela
 2   Departamento Clínico Integral, Facultad de Ciencias de la Salud, Universidad de Carabobo, sede Aragua, 
        Maracay, Venezuela
 3   Centro de Investigaciones en Enfermedades Tropicales, Facultad de Ciencias de la Salud, Universidad de 
        Carabobo, San Carlos, Venezuela
 4   Instituto de Zoología y Ecología Tropical, Facultad de Ciencias, Universidad Central de Venezuela, Caracas, 
        Venezuela
 5   Departamento de Parasitología, Facultad de Ciencias de la Salud, Universidad de Carabobo, sede Aragua, 
        Maracay, Venezuela
Introducción. La enfermedad de Chagas es causada por el parásito Trypanosoma cruzi y su diagnóstico 
inmunológico se basa principalmente en la detección de anticuerpos contra T. cruzi mediante pruebas 
tales como ELISA, inmunofluorescencia indirecta (IFI) y hemaglutinación indirecta (HAI). Esta última 
tiene el inconveniente de requerir la preparación de eritrocitos de carnero, difíciles de obtener y de 
poca duración. Sin embargo, existen pruebas alternativas, como la técnica de aglutinación directa.
Objetivo. Estandarizar la técnica de aglutinación directa para el diagnóstico de la enfermedad de 
Chagas.
Materiales y métodos. Se prepararon parásitos epimastigotes de T. cruzi mediante dos protocolos, 
con tratamiento con tripsina y sin él. Los parásitos se colorearon, y se determinaron las condiciones 
óptimas de concentración parasitaria y diluciones de suero. Se utilizaron sueros de pacientes con 
enfermedad de Chagas, de individuos sanos y con otras parasitosis.
Resultados. La concentración parasitaria óptima fue de 500 x106 parásitos/ml, utilizando parásitos 
coloreados y sin tratamiento con tripsina. Las diluciones de suero óptimas fueron de 1/25, 1/50 y1/100, 
y el punto de corte, la dilución de 1/50. La técnica estandarizada mostró índices diagnósticos de 
sensibilidad de 94,3 % (IC95% 79,5-99,0) y de especificidad de 96,3 % (IC95% 88,8-99,0); se encontró 
reacción cruzada en tres sueros de individuos con leishmaniasis visceral, con valores pronósticos 
positivo y negativo de 91,7 % (IC95% 76,4-97,8) y de 97,5 % (IC95% 90,4-99,6), respectivamente. Se 
compararon los resultados con los obtenidos por HAI, ELISA e IFI y la concordancia fue de 96 % con 
un índice kappa de 0,90 (IC95% 0,81-0,99). 
Conclusión. La técnica de aglutinación directa estandarizada podría ser útil para el inmunodiagnóstico 
de la enfermedad de Chagas.
Palabras clave: enfermedad de Chagas, Trypanosoma cruzi, pruebas inmunológicas, parásitos, 
anticuerpos.
doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v34i2.2078
Standardization of a direct agglutination test for the immunodiagnosis of Chagas disease
Introduction: Chagas’ disease is caused by the parasite Trypanosoma cruzi and its immunological 
diagnosis is mainly based on the detection of antibodies against T. cruzi using tests such as the 
ELISA, the indirect fluorescence antibody test (IFAT) and the indirect hemagglutination test (IHAT). 
The main disadvantage of the IHAT is the need to prepare sheep erythrocytes, whose availability is 
limited and they have a short duration once prepared. However, there are alternative tests, such as 
the direct agglutination test (DAT).
Objective: To standardize the direct agglutination test for the diagnosis of Chagas disease.
309
Biomédica 2014;34:308-17 Estandarización de la técnica de aglutinación directa
Materials and methods: Trypanosoma cruzi epimastigotes were prepared using two protocols, with and 
without trypsin treatment. The parasites were stained and optimal conditions for parasitic concentration 
and serum dilutions were determined. We evaluated the technique using sera from patients with Chagas 
disease, from healthy individuals and from individuals with other parasitic diseases.
Results: The optimal parasitic concentration was 500 x 106 parasites/ml using stained parasites without 
trypsin treatment. The optimal serum dilutions were 1/25, 1/50 y 1/100 and the cut-off point was the 
1/50 dilution. The diagnostic indices for the standardized technique were as follows: Sensitivity, 94.3% 
(95% CI: 79.5-99.0) and specificity, 96.3% (95% CI: 88.8-99.0), with positive and negative predictive 
values  of 91.7% (95% CI: 76.4-97.8) and 97.5% (95% CI: 90.4-99.6), respectively. Cross-reaction was 
observed only in three sera from individuals with visceral leishmaniasis. The results were compared 
with those obtained by IHA, ELISA, and IFA, and the concordance rate was 96% and the kappa index, 
0.90 (95% CI: 0.81-0.99). 
Conclusion: The standardized direct agglutination test could be useful for immunodiagnosis of 
Chagas disease.
Key words: Chagas disease, Trypanosoma cruzi, immunologic tests, parasites, antibodies.
doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v34i2.2078
La enfermedad de Chagas es causada por el 
parásito protozoario Trypanosoma cruzi y trans-
mitida por insectos hematófagos de la subfamilia 
Triatominae (triatominos). En el ser humano, la 
infección también puede transmitirse por otras 
vías tales como la transplacentaria, la transfusión 
sanguínea, los trasplantes de órganos y, con menor 
frecuencia, la vía oral (1). 
La enfermedad se clasifica en aguda (sintomática 
y asintomática) y crónica (con enfermedad demos-
trada y sin ella) (2). De los individuos infectados, 
aproximadamente, entre 20 y 30 % desarrolla 
daños cardíacos irreversibles o megavísceras 
digestivas (megaesófago y megacolon), por lo que 
es un problema de salud pública que tiene impacto 
social y económico (3). 
La patogénesis de la enfermedad chagásica crónica 
no está completamente esclarecida (4), aunque 
se han postulado como posibles mecanismos el 
daño progresivo por la persistencia del parásito 
(5-7) y las anomalías específicas producidas por 
la respuesta inmunitaria del huésped (8).
Esta enfermedad es reconocida por la Organización 
Mundial de la Salud (OMS) como una de las trece 
enfermedades tropicales desatendidas (9) con 
amplia distribución en América Latina, aunque en 
las últimas décadas se han reportado con mayor 
frecuencia casos en los Estados Unidos y Canadá, 
así como en algunos países europeos y del Pacífico 
occidental, lo que obedece sobre todo a la movilidad 
de la población. A nivel mundial, se calcula que, 
aproximadamente, 10 millones de personas están 
infectadas, principalmente en América Latina, y 
más de 25 millones están en riesgo de adquirir la 
enfermedad (10).
En una época, los esfuerzos para controlar la 
enfermedad de Chagas fueron exitosos en varios 
países, Venezuela, entre ellos (11). Sin embargo, su 
control no se alcanzó por completo y actualmente 
deben enfrentarse nuevos retos, ya que del 2008 
al 2011 se reportaron prevalencias que fluctuaban 
entre 7,2 y 16,3 %, con una prevalencia de 8,3 % 
en niños menores de 10 años de edad, lo que 
sugiere la reaparición de la enfermedad y de la 
transmisión activa (12-14). Cabe resaltar que 
durante los últimos años se han presentado brotes 
epidémicos de la enfermedad de Chagas por 
transmisión oral en zonas urbanas del país, tales 
como los ocurridos en el municipio de Chacao del 
Distrito Capital y de Chichiriviche de la Costa en 
el estado Vargas, donde se detectaron casos de 
miocarditis y varias muertes (15-17).
El diagnóstico de la enfermedad de Chagas en la 
fase crónica se basa en la detección de anticuerpos 
específicos contra T. cruzi, el cual se hace mediante 
pruebas inmunológicas, dado que en esta etapa 
la parasitemia es baja y se produce la activación 
policlonal de linfocitos T y B con altos niveles de 
anticuerpos anti-T. cruzi (18,19). Es imprescin-
dible la debida confirmación de los resultados 
de estas pruebas para evitar un diagnóstico 
errado, ya que el diagnóstico inmunológico puede 
presentar reacciones cruzadas, principalmente 
con infecciones por Leishmania spp. y T. rangeli 
(20,21). Eventualmente, también pueden observarse 
algunas reacciones cruzadas con infecciones por 
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Plasmodium spp. y Toxoplasma gondii. La reacción 
cruzada se debe a la presencia de epítopos 
semejantes a los de T. cruzi, lo que posibilita que los 
anticuerpos presentes en pacientes que padecen 
estas infecciones reaccionen con los antígenos no 
purificados del parásito (22,23). Además, la mayoría 
de las zonas de la enfermedad de Chagas también 
son endémicas para leishmaniasis y rangeliosis, lo 
que complica aún más el diagnóstico (21,24). Es 
por esto que, para considerar a un paciente como 
infectado con T. cruzi, la OMS recomienda el uso de 
tres técnicas inmunológicas basadas en diferentes 
principios, de las cuales al menos dos deben ser 
positivas (25). En la actualidad, existen tres pruebas 
convencionales muy usadas: la hemaglutinación 
indirecta (HAI), la inmunofluorescencia indirecta 
(IFI) y la prueba ELISA indirecta, las cuales ofrecen 
gran sensibilidad y especificidad (26).
Sin embargo, estas técnicas presentan algunas 
limitaciones, entre las que se destacan la necesidad 
de tener microscopio de fluorescencia para la IFI, 
un costoso equipo de lectura automatizado para 
el ELISA, y para la HAI, el uso de eritrocitos de 
carnero, cuya obtención, transporte y conservación 
son complicados (3).
Una prueba inmunológica alternativa para el 
diagnóstico de la enfermedad de Chagas es la 
técnica de aglutinación directa, que es sencilla, 
económica y no requiere de equipos ni de materiales 
especializados. Además, se ha observado buena 
sensibilidad y especificidad cuando se utiliza 
conjuntamente con otras técnicas inmunológicas y 
parasitológicas (27-29), y, dado que esta reacción 
detecta anticuerpos dirigidos contra antígenos 
de superficie del protozoo, brinda resultados 
positivos más precozmente que otras técnicas 
inmunológicas que identifican anticuerpos contra 
antígenos citoplásmicos (29). Debido a las amplias 
ventajas reportadas con el uso de esta técnica 
y al hecho de no ser invasiva, se ha empleado 
para el diagnóstico de la enfermedad de Chagas, 
la leishmaniasis visceral y el “mal de cadera” de 
equinos causado por T. evansi (28-31).
En el presente estudio nos propusimos estandarizar 
la técnica de aglutinación directa para la detección 
de anticuerpos anti-T. cruzi. Se evaluaron dos 
protocolos (28,32), los cuales se modificaron con 
el propósito de hacerlos más sencillos. Se compa-
raron los protocolos evaluados con los resultados 
obtenidos mediante las pruebas de referencia 
HAI, ELISA e IFI, midiendo la concordancia y la 
determinación de los índices diagnósticos.
Materiales y métodos
Muestras biológicas
Se hizo un estudio seudorretrospectivo de acuerdo 
con lo reportado por Orozco y Camargo en 
1997 (33), empleando muestras de control tanto 
positivas como negativas para la enfermedad de 
Chagas. Las muestras de suero se seleccionaron 
de manera intencional, tomando en cuenta los 
resultados de las pruebas de inmunodiagnóstico 
practicadas previamente con ELISA, HAI e IFI. 
Se estudiaron 35 sueros de individuos con 
enfermedad de Chagas provenientes de zonas 
endémicas con resultados positivos en las tres 
técnicas de inmunodiagnóstico antes mencionadas 
(controles positivos). Se analizaron 35 sueros de 
individuos sanos con resultados negativos en las 
técnicas inmunológicas y que no presentaban 
síntomas ni historia de contacto con la enfermedad 
(controles negativos). Además, se evaluaron 
46 sueros de individuos con otras parasitosis, 
así: nueve con leishmaniasis visceral, 22 con 
toxoplasmosis, cuatro con cisticercosis, tres con 
himenolepiasis, dos con esquistosomiasis, y uno 
con cada una de las que siguen: toxocariasis, 
hidatidosis, oncocercosis, larva migrans cutánea, 
criptosporidiosis y rangeliosis, diagnosticadas por 
técnicas inmunológicas y parasitológicas (controles 
heterólogos). La mayoría de las muestras de 
suero provenía del banco de sueros de la 
Sección de Parasitología Molecular del Instituto de 
Investigaciones Biomédicas “Dr. Francisco J. Triana-
Alonso”-(BIOMED) y las demás, del Departamento 
de Parasitología de la Facultad de Ciencias de la 
Salud, sede Carabobo, Universidad de Carabobo, 
y del Laboratorio Clínico Flor-Lab. Es importante 
resaltar que las muestras utilizadas en este estudio 
provenían de individuos que habían formado 
parte de otros estudios aprobados por el comité 
de bioética del BIOMED y que, mediante la firma 
del consentimiento informado, indicaron que los 
remanentes de sus muestras podrían utilizarse en 
otros estudios de investigación, siempre y cuando 
no fuera revelada su identidad.
Cultivo, preparación y concentración óptima de 
Trypanosoma cruzi
Los epimastigotes de T. cruzi Dm28c DTU TcI 
(34,35) conservados a -80 °C se cultivaron 
bajo condiciones de esterilidad en medio LIT 
con suplemento de suero bovino fetal al 10 % y 
antibiótico (gentamicina, 80 mg/L). Estos cultivos 
se hicieron en matraces volumétricos con tapa 
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de 100, 250 y 1.000 ml a 27 °C hasta llegar a la 
fase logarítmica de crecimiento en un período de 
siete días. 
La preparación de los epimastigotes de T. cruzi se 
hizo de acuerdo con la técnica de De los Ríos, et al. 
(28), con modificaciones. Para ello, se ensayaron 
los siguientes dos protocolos. 
Tratamiento enzimático con tripsina. Al recolectar 
los parásitos en tubos de centrifugación de 15 ml, 
se ajustó la concentración utilizando 50 x 106, 100 
x 106, 250 x 106 y 500 x 106 parásitos/ml; luego 
se transvasaron a viales de 1,5 ml, y se lavaron 
tres veces con solución tampón de fosfato salino 
(PBS) 0,15 M (pH 7,2) mediante centrifugación a 
13.000 rpm (microcentrífuga, Spectrafuge™ 16M) 
durante cinco minutos. Seguidamente, se hizo 
un tratamiento enzimático de los epimastigotes 
de T. cruzi. Para ello, se le agregó a un volumen 
del paquete de parásitos 20 veces el volumen de 
solución de tripsina al 0,4 % en PBS 0,15 M (pH 
7,7) y se incubó durante 45 minutos a 37 °C. Al 
cumplirse el tiempo de incubación, se lavaron los 
parásitos cinco veces con PBS 0,15M (pH 7,2) 
mediante centrifugación a 13.000 rpm durante 
cinco minutos. Por último, los parásitos tratados se 
fijaron con solución de formaldehído al 2 % en PBS 
0,15 M (pH 7,2) durante un tiempo mínimo de 20 
horas a 4 °C.
Sin tratamiento enzimático. Se ajustaron las 
concentraciones de parásitos al igual que en el 
protocolo anterior (tratamiento enzimático con 
tripsina), luego se transvasaron a viales de 1,5 
ml y se lavaron del mismo modo ya descrito en el 
primer protocolo. Finalmente, se fijaron con solución 
de formaldehído al 2 % en PBS 0,15 M (pH 7,2) 
durante un tiempo mínimo de 20 horas a 4 °C.
Coloración y estabilidad de los epimastigotes 
de Trypanosoma cruzi
Después de aplicar cada protocolo, los parásitos 
se lavaron tres veces con PBS 0,15 M (pH 7,2) 
para luego ser separados en dos porciones, una 
de ellas se suspendió de nuevo directamente en 
formaldehído al 2 % en PBS 0,15 M (pH 7,2) y se 
mantuvo a 4 °C hasta su uso, y la otra se coloreó con 
una solución fría de citrato de sodio al 1 % (34 mM) 
más azul brillante de Comassie al 0,02 % disuelta 
en PBS 0,15 M (pH 7,2) durante 120 minutos. 
Finalmente, se descartó el colorante mediante 
centrifugación a 13.000 rpm durante cinco minutos, 
se suspendió de nuevo el paquete de parásitos en 
solución de formaldehído al 2 % en PBS 0,15 M 
(pH 7,2) y se mantuvo en dicha solución a 4 °C. 
Para determinar la estabilidad de los epimastigotes 
de T. cruzi fijados en formaldehído al 2 % en PBS 
0,15 M (pH 7,2) y conservados a 4 °C, se usaron 
quincenalmente estas preparaciones parasitarias 
en la técnica de aglutinación directa durante un 
periodo de tres meses.
Diluciones óptimas de suero y punto de corte
La técnica de aglutinación directa se hizo de 
acuerdo con lo reportado por Vattuone y Yanovsky 
(27), y De los Ríos, et al. (28). Las muestras de 
suero se diluyeron en PBS 0,15 M (pH 7,2) y se 
colocaron en placas de 96 pozos con fondo en “U”, 
y se hicieron diluciones seriadas (1/25, 1/50,1/100) 
para cada muestra (100 µl/pozo), al igual que en la 
prueba de HAI reportada por Briceño, et al. (36). 
A las muestras de suero se les adicionaron las 
diferentes concentraciones de parásitos coloreados, 
mantenidos en solución de formaldehído al 2 % 
en PBS 0,15M (pH 7,2) en un volumen de 100 µl/
pozo. Luego se incubaron durante 18 a 24 horas a 
temperatura ambiente para, posteriormente, hacer 
la lectura visualmente. El título de anticuerpos 
se estableció como la dilución del último pozo 
donde se detectó aglutinación. El punto de corte 
correspondió al título de anticuerpos que permite 
discriminar sueros positivos de negativos, según 
las especificaciones de la OMS (25).
Índices diagnósticos y prueba de concordancia
Con los resultados de 35 sueros de control posi-
tivos, los 78 sueros de control negativos y los 46 
sueros de individuos con otras parasitosis, se 
determinaron los índices diagnósticos (37,38) de 
sensibilidad, especificidad, valor pronóstico positivo 
(VPP), valor pronóstico (VPN) e índice kappa con 
respecto a los resultados de las tres técnicas de 
inmunodiagnóstico (ELISA, HAI e IFI) e intervalos 
de confianza de 95 % calculados mediante un 
software simple (cálculos Excel) (39,40).
Resultados
Estandarización de la concentración de 
parásitos
Se emplearon diferentes concentraciones de pará-
sitos T. cruzi (50 x 106, 100 x 106, 250 x 106 y 500 x 
106 parásitos/ml). Las concentraciones parasitarias 
de 50, 100 y 250 x 106 parásitos/ml no permitieron 
discriminar entre sueros de control positivos y 
sueros de control negativos para la enfermedad de 
Chagas, ya que no se pudo observar aglutinación. 
Cuando se probó la más alta concentración de 
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parásitos ensayada, correspondiente a 500 x 106 
parásitos/ml, se obtuvo una adecuada aglutinación 
y se pudo discriminar entre 12 sueros de control 
positivos y los negativos con diluciones arbitrarias 
de 1/25 y 1/50 haciendo repeticiones entre ensayos, 
por lo cual se decidió usar esta última concentración 
para continuar con la estandarización de la técnica 
de aglutinación directa. 
Tratamiento y coloración de los parásitos
Tratamiento con tripsina. Se demostró que los 
parásitos tratados y no tratados con tripsina se 
comportaron de manera idéntica, ya que en ambas 
preparaciones se observó adecuada discriminación 
entre los 12 sueros de control positivos y los negativos 
para enfermedad de Chagas con diluciones arbi-
trarias de 1/25 y 1/50 y haciendo repeticiones entre 
ensayos. Debido a este resultado, se decidió usar los 
parásitos no tratados enzimáticamente con tripsina.
Coloración de los parásitos. Al usar parásitos 
no coloreados fue difícil visualizar las formas de 
aglutinación y, por lo tanto, discriminar entre los 
sueros de control positivos y los negativos para 
enfermedad de Chagas. El uso de los parásitos 
coloreados con solución de citrato de sodio al 1 % 
(34 mM) más azul brillante de Comassie al 0,02 % 
disueltos en PBS 0,15 M (pH 7,2) resultó en una mejor 
imagen, ya que el colorante permitió visualizar las 
formas de aglutinación y así discriminar mejor entre 
los 12 sueros de control positivos y los negativos 
con diluciones arbitrarias de 1/25 y 1/50.
Estabilidad de las preparaciones parasitarias 
Las preparaciones parasitarias de los epimastigotes 
de T. cruzi sin tratamiento enzimático almacenados 
a 4 °C en solución de formaldehido al 2 % en PBS 
(pH 7,2) permanecieron estables durante tres 
meses, lo que pudo constatarse al utilizarlas en 
los diferentes ensayos con excelente aglutinación y 
discriminación entre controles positivos y negativos.
Diluciones de suero empleadas y punto de 
corte de la técnica de aglutinación directa
Las diluciones de suero empleadas en la técnica 
de aglutinación directa estandarizada fueron desde 
1/25 hasta 1/100; dichas diluciones demostraron 
ser apropiadas, ya que su uso permitió discriminar 
entre 35 sueros positivos y 78 negativos para la 
enfermedad de Chagas. El punto de corte para 
determinar la sueros positivos se estableció 
a partir de la dilución 1/50. Se hizo una lectura 
visual de los resultados al cabo de un periodo 
de incubación de 18 horas, debido a que en el 
caso de los controles positivos se observó un 
manto azul en los pozos de la placa (figura 1a) 
y, en el caso de los controles negativos, un botón 
compacto azul (figura 1b).
Índices diagnósticos de la técnica de 
aglutinación directa estandarizada
De acuerdo con los resultados obtenidos con la 
técnica de aglutinación directa estandarizada, se 
determinó que 33/35 sueros positivos y 78/81 sueros 
negativos coincidieron con los de las tres pruebas 
de inmunodiagnóstico convencionales (ELISA, 
HAI e IFI). Con este muestreo seudorretrospectivo, 
útil únicamente en la etapa de estandarización 
de pruebas diagnósticas (33), se obtuvieron 
índices diagnósticos con valores adecuados de 
sensibilidad, especificidad, VPP y VPN. Estos 
valores, con sus intervalos de confianza de 95 %, 
se presentan en el cuadro 1. 
Figura 1. Formación de malla azul en suero seropositivo (1a) y botón azul en suero seronegativo (1b) para la enfermedad de 
Chagas mediante el uso de la técnica de aglutinación directa
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Los resultados obtenidos al ensayar la técnica de 
aglutinación directa con sueros positivos para otras 
enfermedades (sueros heterólogos), se presentan 
en el cuadro 2. De los 46 sueros de individuos 
con otras enfermedades parasitarias, solo tres, 
que correspondían a individuos con leishmaniasis 
visceral, resultaron positivos con la técnica de 
aglutinación directa. 
Concordancia de la técnica de aglutinación 
directa con respecto a las pruebas de 
referencia HAI, ELISA e IFI
La comparación de los resultados obtenidos en la 
técnica de aglutinación directa con respecto a las 
pruebas de referencia (HAI, ELISA e IFI) se presenta 
en el cuadro 3; la concordancia obtenida fue mayor 
de 90 % y el índice kappa determinó una fuerza de 
concordancia muy buena de acuerdo con los crite-
rios establecidos (41) en un intervalo de confianza 
de 95 %. Por otro lado, la prueba estandarizada 
demostró su excelente reproducibilidad, pues en 
cada experimento se hicieron repeticiones.
Discusión
Se ha demostrado la importancia del uso de las 
pruebas inmunológicas para el diagnóstico de la 
enfermedad de Chagas, principalmente en la fase 
crónica, en la cual los métodos parasitológicos no 
son útiles debido a la baja parasitemia. Según los 
criterios de la OMS, dicho diagnóstico se confirma 
con la detección de anticuerpos anti-T. cruzi cuando, 
al menos, dos de las tres pruebas convencionales 
de inmunodiagnóstico dan resultado positivo. Las 
técnicas empleadas en inmunodiagnóstico deben 
estar debidamente estandarizadas y validadas, y 
tener alta sensibilidad y especificidad. Una de las 
tres técnicas más usadas para el diagnóstico de la 
enfermedad de Chagas es la HAI, la cual se basa 
en la aglutinación de los antígenos del parásito con 
los anticuerpos presentes en el suero del individuo 
con enfermedad de Chagas. Este es el mismo 
principio de la técnica de aglutinación directa; la 
diferencia entre ambas es que la HAI usa como 
soporte de los antígenos de T. cruzi los eritrocitos 
de carnero y, la técnica de aglutinación directa, el 
parásito como tal (25,27).
Debido a la posibilidad de incorporar la técnica 
de aglutinación directa como otra prueba diag-
nóstica para la enfermedad de Chagas, se decidió 
estandarizarla titulando sus diferentes componentes 
y adaptando sus condiciones a las del laboratorio.
Al hacerlo se obtuvo una concentración de parásitos 
óptima de 500 x 106 por ml, la cual fue similar a la de un 
estudio anterior en el que se usó una concentración 
de 600 x 106 parásitos por ml (27). Sin embargo, 
otros autores reportan el ajuste de la concentración 
de parásitos midiendo su absorbancia a 550 nm (32). 
En este estudio se prefirió hacer el conteo de los 
parásitos porque así se puede verificar su integridad 
y movilidad al momento de la recolección. 
Es importante señalar que la técnica de aglutinación 
directa es una prueba útil y sencilla, aunque algunos 
autores señalan como problema el que se puede 
presentar un proceso de aglutinación espontánea 
de los parásitos, eventualidad que disminuye con 
el tratamiento con tripsina (27,28,42). No obstante, 
a diferencia de lo reportado previamente, en este 
estudio se demostró que si se hace un buen 
Cuadro 1. Índices diagnósticos de la técnica de aglutinación 
directa estandarizada
Índices diagnósticos IC95%
Sensibilidad (%)
Especificidad (%)
Valor pronóstico positivo (%)
Valor pronóstico negativo (%)
94,3 (33/35)
96,3 (78/81)
91,7
97,5
79,5-99,0
88,8-99,0
76,5-97,8
90,4-99,6
Cuadro 2. Técnica de aglutinación directa estandarizada usando 
sueros de individuos con otras parasitosis (sueros heterólogos)
Enfermedad Sueros
(n)
Técnica de 
aglutinación directa
Positivos Negativos
Toxoplasmosis
Leishmaniasis visceral
Cisticercosis
Himenolepiasis
Esquistosomiasis
Toxocariasis
Hidatidosis
Oncocercosis
Larva migrans cutánea
Rangeliosis
Criptosporidiosis
Total
22
9
4
3
2
1
1
1
1
1
1
46
0
3
0
0
0
0
0
0
0
0
0
3
22
6
4
3
2
1
1
1
1
1
1
43
Cuadro 3. Técnica de aglutinación directa comparada con 
la prueba de referencia (HAI) para inmunodiagnóstico de la 
enfermedad de Chagas
Técnica de 
aglutinación directa
HAI, ELISA e IFI
Positivo Negativo Total
Positivo
Negativo
Total
33
2
35
3
78
81
36
80
116
Concordancia: 96 %; índice kappa: 0,90; IC95% 0,8-1,0.
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proceso de lavado de los parásitos con PBS 0,15 
M (pH 7,2) se pueden eliminar completamente las 
sustancias del medio de cultivo y otras partículas 
que favorecen la mencionada aglutinación espon-
tánea. En consecuencia, además del ahorro 
de tiempo y costos, el protocolo utilizado en la 
estandarización de la técnica de aglutinación 
directa permitió simplificar la técnica.
Por otra parte, en el presente estudio se utilizaron 
formas parasitarias de T. cruzi sin colorear y 
coloreadas, con lo que se pudo demostrar que la 
principal desventaja del uso de parásitos sin teñir 
fue la dificultad en la visualización de las formas 
de aglutinación (mantos o botones), ya que eran 
opalescentes o blanquecinas, coincidiendo con 
lo observado en un estudio anterior (43). Este 
inconveniente se pudo mitigar coloreando los 
parásitos con una solución de azul brillante de 
Comassie, tal como se reportó en el estudio llevado 
a cabo por De los Ríos, et al. (28).
Se demostró, igualmente, la conservación y 
estabilidad de los parásitos al mantenerlos en 
formaldehído al 2 % durante un periodo de tres 
meses, coincidiendo también con un estudio del 
2010 (28), lo cual representa una gran ventaja, 
pues ello significa que se pueden mantener durante 
meses en refrigeración, fijados y listos para su 
uso, a diferencia de los glóbulos rojos de carnero 
empleados en la HAI, que duran menos tiempo.
Por otra parte, en el proceso de estandarización 
de la técnica de aglutinación directa se pudo 
comprobar que las diluciones de suero empleadas 
fueron adecuadas (1/25, 1/50 y 1/100) para la 
discriminación entre sueros positivos y negativos 
en el diagnóstico de la enfermedad de Chagas, 
estableciéndose el punto de corte con un título de 
1/50 (25). Estas diluciones y el punto de corte son 
iguales a los reportados por Briceño, et al. (35) 
para la técnica de HAI. Por otra parte, en el 2009, 
Romero (32) empleó la técnica de aglutinación 
directa para el diagnóstico de la enfermedad de 
Chagas y reportó diluciones de suero desde 1/2 
hasta 1/4.096, con un punto de corte de 1/64, 
similar al obtenido en este estudio. En este sentido, 
en el presente estudio se ahorró un volumen 
considerable de suero partiendo de una dilución 
más alta, así como de un número mayor de pocillos 
en la placa de microtitulación y, en consecuencia, 
un mayor número de muestras por placa. 
Es importante señalar que con las diluciones 
estandarizadas en este estudio, se podría discri-
minar entre sueros positivos y negativos para 
la enfermedad de Chagas, aunque si se quiere 
conocer el título de anticuerpos presentes en las 
muestras seropositivas, se recomienda hacer un 
mayor número de diluciones. De todas maneras, 
al no ensayar muchas diluciones con los sueros 
negativos, se ahorrarían reactivos.
En cuanto al tiempo de incubación para visualizar 
el resultado, se probaron diferentes lapsos, desde 
18 hasta 24 horas, para, finalmente, determinar 
un resultado óptimo a las 18 horas, similar a lo 
reportado en el estudio del 2010 (28). Esto significa 
tener resultados en menor tiempo del establecido 
en otros estudios en los que los resultados se han 
visualizado a las 24 horas (32).
Es importante mencionar que, aunque se trata 
de un estudio preliminar de estandarización de la 
técnica, se observó una adecuada especificidad 
con el muestreo seudorretrospectivo (33). En este 
sentido cabe anotar que se obtuvieron unas pocas 
reacciones cruzadas con sueros de individuos con 
leishmaniasis visceral, lo cual ya ha sido descrito en 
otros estudios en los cuales se destaca que T. cruzi 
comparte antígenos con las diferentes especies 
de Leishmania spp. y T. rangeli, debido a que 
pertenecen a la misma familia, Trypanosomatidae 
(24,25,30,44). Sin embargo, el único suero con 
rangeliosis que se probó en este estudio no presentó 
reacción cruzada, que, como se sabe, hace que la 
especificidad de las pruebas de inmunodiagnóstico 
disminuya, ya que se incrementa el número de 
falsos positivos (45).
La sensibilidad de la prueba estandarizada fue 
de 94,3 % y la especificidad de 96,3 %, lo que 
representa índices diagnósticos adecuados, así 
como un VPP de 91,7 %) y un VPN de 97,5 %, 
muy cercanos a 100 %. Aunque se trata de un 
estudio preliminar, estos resultados son similares 
a los reportados en un estudio realizado por 
Peralta, et al. (46), quienes en una prueba de 
técnica de aglutinación directa para diagnóstico 
de la enfermedad de Chagas, obtuvieron una 
sensibilidad de 98,1 % y una especificidad de 
99,4 %, semejantes a las reportadas en el estudio 
de estandarización de una técnica de aglutinación 
directa para inmunodiagnóstico de leishmanisis 
(28) en el que se obtuvo una sensibilidad de 100 % 
y una especificidad de 98,8%. 
En este estudio, la técnica de aglutinación directa 
mostró una concordancia de 96 %, con un índice 
kappa de 0,90 con respecto a las pruebas de 
referencia (HAI, ELISA e IFI), observándose una 
elevada proporción de resultados coincidentes, 
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semejante a lo observado en un estudio del 2002 
(47) llevado a cabo para estandarizar una técnica 
de HAI, en el cual se obtuvo una concordancia de 
99 %, con un índice kappa de 0,98 con respecto a 
las pruebas de los laboratorios de referencia. 
En un estudio para valorar las pruebas de inmuno-
diagnóstico de la enfermedad de Chagas, se 
hizo un análisis comparativo de la relación costo-
beneficio entre las diferentes pruebas (ELISA, 
IFI, HAI y técnica de aglutinación directa) y se 
determinó que uno de los métodos con menores 
requisitos en equipos, personal e infraestructura 
era la técnica de aglutinación directa (30). Dadas 
estas ventajas, además de la simplificación de 
la técnica aquí estandarizada (30,48), puede 
sugerirse su validación utilizando, por ejemplo, 
un muestreo transversal en el que se tome una 
muestra representativa de una población para, 
de esta manera, controlar los sesgos (33). Puesto 
que tiene potencial para su uso como prueba de 
rutina, la técnica de aglutinación directa aquí 
estandarizada puede emplearse en áreas rurales y 
urbanas donde no se cuente con la infraestructura 
adecuada ni con los equipos requeridos, tales 
como el microscopio de fluorescencia o el lector de 
ELISA, o no se disponga o se tenga poco acceso a 
eritrocitos de carnero para ejecutar los protocolos 
de la mayoría de las técnicas empleadas en la 
tamización de la enfermedad de Chagas.
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